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VIRUS RECO MBINANTS. PR EPARATION ET UTILISATION 

EN THER APflS QENIOUE 

La presente invention conceme des vecteurs recombinants d'origine virale et 
leur utilisation pour le traitement et/ou la prevention des maladies 
5 neurodegeneratives. Plus particulierement, elle concerne des adenovirus recombinants 
comportant une sequence d'ADN codant pour le facteur neurotrophique derive du 
cerveau (BDNF, "brain-derived neurotrophic ^factor"). L'invention concerne 
egalement la preparation de ces vecteurs, les compositions pharmaceutiques les 
contenant et leur utilisation therapeutique, notamment en therapie genique. 

10 Les maladies neurodegeneratives representent une large part des depenses de 

sante dans les pays occidentaux, part qui ne cesse de s'accroitre suite au vieillissement 
de la population. Au titre de ces affections, on peut citer notamment la maladie 
d' Alzheimer, le maladie de Parkinson, la choree de Huntington, la sclerose laterale 
amyotrophique, etc. Les signes pathologiques et l'etiologie de ces maladies sont fort 

15 varies, mais toutes ces maladies resultent d'une perte progressive de cellules 
neuronales dans le systeme nerveux central, parfois au sein de structure tres localisees 
comme la substance noire dans la maladie de Parkinson. Bien que certains traitements 
pharmacologiques palliatifs soient deja disponibles, leurs effets sont relativement 
limites. La presente invention decrit une approche therapeutique nouvelle, 

20 particulierement avantageuse pour le traitement de ces maladies. Plus 
particulierement, la presente invention decrit des vecteurs perrnettant de promouvoir 
directement la survie des cellules neuronales impliquees dans ces pathologies, par 
expression efficace et localisee de certains f acteurs trophiques. 

Les facteurs trophiques sont une classe de molecules ayant des proprietes de 
25 stimulation de la croissance neuritique ou de la survie des cellules nerveuses. Le 
premier facteur possedant des proprietes neurotrophiques, le NGF ("Nerve Growth 
Factor"), a ete caracterise il y a une quarantaine d'annees (pour revue, voir Levi- 
Montalcini et Angelleti, Physiol. Rev. 48 (1968) 534). Ce n'est que recemment que 
d'autres facteurs neurotrophiques ont ete identifies, et notamment le facteur 
30 neurotrophique derive du cerveau (BDNF) (Thoenen, Trends in NeuroSci. 14 (1991) 
165). Le BDNF est une proteine de 118 acides amines et de poids moleculaire 13,5 
' kD. In vitro, le BDNF stimule la formation de neurites et la survie en culture des 
neurones ganglionaires de la retine, des motoneurones de la moelle epiniere, des 



neurones "cholinergiques du septum ainsi que des neurones dopaminergiques du 
mesencephale (revue par Lindsay in Neurotrophic Factors, Ed, (1993) 257, Academic 
Press). Toutefois, bien que ses proprietes soient interessantes, 1'application 
therapeutique du BDNF se heurte a differents obstacles. En particulier, 1'absence de 
biodisponibilite du BDNF limite toute utilisation therapeutique. Par ailleurs, il 
n'existe pas de moyens efficaces permettant de delivrer le BDNF de maniere durable 
et localisee a certaines regions desirees de Torganisme. Enfin, il est essentiel que le 
BDNF delivre soit actif et puisse exercer une activite therapeutique in vivo. 

La presente invention apporte une solution particulierement avantageuse a 
ces problemes. La presente invention reside en effet dans la mise au point de vecteurs 
particulierement efficaces pour delivrer in vivo et de maniere localisee, des quantites 
therapeutiquement actives de BDNF. Dans la demande copendante n° 
PCT/EP93/025 19, il a ete montre que les adenovirus pouvaient etre utilises pour le 
transf ert de genes in vivo dans le systeme nerveux. La presente invention concerne 
des constructions nouvelles, particulierement adaptees et efficaces pour le transf ert 
d'un gene specifique dans le systeme nerveux. Plus particulierement, la presente 
invention concerne un adenovirus recombinant comprenant une sequence d'ADN 
codant pour le facteur neurotrophique derive du cerveau (BDNF), sa preparation, et 
son utilisation pour le traitement et/ou la prevention des maladies neurodegeneratives. 

La demanderesse a maintenant montre qu'il est possible de construire des 
adenovirus recombinants contenant une sequence codant pour le BDNF, d'administrer 
ces adenovirus recombinants in vivo, et que cette administration permet une 
expression stable et localisee de quantites therapeutiquement actives de BDNF in 
vivo, et en particulier dans le systeme nerveux, et sans effet cytopathologique. Les 
proprietes particulierement avantageuses des vecteurs de l 1 invention decoulent 
notamment de la construction utilisee (adenovirus def ectif , delete de certaines regions 
virales), du promoteur utilise pour l'expression de la sequence codant pour le BDNF 
(promoteur viral ou tissu-specifique de preference), et des methodes d'aministration 
dudit vecteur, permettant 1'expression efficace et dans les tissus appropries du BDNF. 
La presente invention fournit ainsi des vecteurs viraux utilisables directement en 
therapie genique, particulierement adaptes et efficaces pour dinger l'expression du 
BDNF in vivo. La presente invention offre ainsi une nouvelle approche 
particulierement avantageuse pour le traitement et/ou la prevention des maladies 
neurodegeneratives. 
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UST premier objet de l'invention reside done dans un adenovirus recombinant 
defectif comprenant une sequence d'ADN oodant pour le facteur neurotrophique 
derive du cerveau (BDNF) ou un derive de celui-ci. 

L'invention a egalement pour objet l'utilisation d'un tel adenovirus 
5 recombinant defectif pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee 
au traitement ou k la prevention des maladies neurodegeneratives. 

Le facteur neurotrophique derive du cerveau (BDNF) produit dans le cadre 
de la presente invention peut etre le BDNF humain ou un BDNF animal. La sequence 
d'ADN codant pour le BDNF humain et pour le BDNF de rat a ete clonee et 

10 sequencee (Maisonpierre et al., Genomics 10 (1991) 558), ainsi que notamment la 
sequence codant pour le BDNF de pore (Leibrock et al., Nature 341 (1989) 149). 
Prealablement k leur incorporation dans un vecteur adenovirus selon l'invention, ces 
sequences sont avantageusement modif iees, par exemple par mutagenese dirigee, en 
particulier pour rinsertion de sites de restriction appropries. Les sequences decrites 

15 dans Tart anterieur ne sont en effet pas construites pour une utilisation selon 
l'invention, et des adaptations prealables peuvent slaverer necessaires, pour obtenir 
des expressions importantes (voir exemple 1.2.). Dans le cadre de la presente 
invention, on prefere utiliser une sequence d'ADN codant pour le facteur 
neurotrophique derive du cerveau humain (hBDNF). Par ailleurs, comme indique ci- 

20 avant, il est egalement possible d'utiliser une construction codant pour un derive du 
BDNF, en particulier un derive du BDNF humain. Un tel derive comprend par 
exemple toute sequence obtenue par mutation, deletion et/ou addition par rapport k la 
sequence native, et codant pour un produit conservant Tune au moins des proprietes 
biologiques du BDNF (effet trophique et/ou differentiateur). Ces modifications 

25 peuvent etre realisees par les techniques connues de rhomme du metier (voir 
techniques generales de biologie moleculaire ci-apres et exemple 2). L*activite 
biologique des derives ainsi obtenus peut ensuite etre aisement detenninee, comme 
indiqu6 notamment dans l'exemple 3.. Les derives au sens de l'invention peuvent 
egalement etre obtenus par hybridation k partir de banques d'acides nucleiques, en 

30 utilisant comme sonde la sequence native ou un fragment de celle-ci. 

Ces derives sont notamment des molecules ayant une plus grande affinite 
pour leurs sites de fixation, des sequences permettant une expression amelioree in 
vivo, des molecules presentant une plus grande resistance aux proteases, des 
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molecules^ayant une efficacite therapeutique plus grande ou des effets secondaires 
moindres, ou eventuellement de nouvelles proprietes biologiques. 

Parmi les derives preferes, on peut citer plus particulierement les variants 
naturels, les molecules dans lesquelles un ou plusieurs residus ont ete substitues, les 
5 derives obtenus par deletion de regions n'intervenant pas ou peu dans rinteraction 
avec les sites de liaison consideres ou exprimant une activite indesirable, et les 
derives comportant par rapport a la sequence native des residus supplementaires , tels 
que par exemple un signal de secretion et/ou un 'peptide de jonction. De maniere 
particulierement avantageuse, la sequence de la presente invention code pour le 

10 BDNFprecede de la region pro native (proBDNF). 

Par ailleurs, il est particulierement important pour une roeiUeure mise en 
oeuvre de la presente invention que la sequence utilisee contienne egalement un 
signal de secretion permettant de dinger le BDNF synthetise dans les voies de 
secretion des cellules infectees, de maniere a ce que le BDNF synthetise soit libere 

15 dans les compartiments extracellulaires et puisse activer ses recepteurs. Le signal de 
secretion est avantageusement le propre signal du BDNF. Mais 0 peut egalement 
s'agir d'un signal de secretion heterologue ou meme artif iciel. 

La sequence d'ADN codant pour le f acteur neurotrophique derive du cerveau 
20 utilisee dans le cadre de la presente invention peut etre un ADNc, un ADN 
genomique (ADNg), ou une construction hybride consistant par exemple en un 
ADNc dans lequel seraient inseres un ou plusieurs introns. II peut egalement s'agir de 
sequences synthetiques ou semisynthetiques. II est a noter que dans la sequence 
genomique codant pour le BDNF, les introns sont localises dans les regions non 
25 codantes. De maniere particulierement avantageuse, on utilise un ADNc ou un 
ADNg. En particulier, Tutilisation d'un ADNg peut permettre une meilleure 
expression dans les cellules humaines. 

Dans un premier mode de realisation de l 1 invention, r adenovirus comprend 
done une sequence d'ADNc codant pour le f acteur neurotrophique derive du cerveau 
30 (BDNF). Dans un autre mode de realisation prefere de l'invention, r adenovirus 
comprend une sequence d'ADNg codant pour le facteur neurotrophique derive du 
cerveau (BDNF). Avantageusement, la sequence d'ADN code pour le proBDNF et, 
- de preference, le preproBDNF. 
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Ayantageusement, la sequence codant pour ie BDNF est placee sous le 
controle de signaux permettant son expression dans les cellules nerveuses. 
Preferentiellenient, il s'agit de signaux d'expression heterologues, c'est-a-dire de 
signaux differents de ceux naturellement responsables de rexpression du BDNF. II 
5 peut s'agir en particulier de sequences responsables de rexpression d'autres proteines, 
ou de sequences synthetiques. Notamment, il peut s'agir de sequences promotrices de 
genes eucaryotes ou viraux. Par exemple, il peut s'agir de sequences promotrices 
issues du genome de la cellule que Ton desire infecter. De meme, il peut s'agir de 
sequences promotrices issues du genome d'un'virus, y compris l'adenovirus utilise. A 

10 cet egard, on peut citer par exemple les promoteurs El A, MLP, CMV, LTR-RSV, 
etc. En outre, ces sequences d'expression peuvent dtre modifiees par addition de 
sequences d'activation, de regulation, ou permettant une expression tissu-specifique. 
II peut en effet etre particulierement interessant d'utiliser des signaux d'expression 
actifs specifiquement ou majoritairement dans les cellules nerveuses, de maniere a ce 

15 que la sequence d'ADN ne soit exprimee et ne produise son effet que lorsque le virus 
a effectivement infecte une cellule nerveuse. A cet egard, on peut citer par exemple 
les promoteurs de Tenolase neurone- specifique, de la GFAP, etc. 

Dans un premier mode de realisation particulier, l'invention concerne un 
adenovirus recombinant defectif comprenant une sequence d'ADNc codant pour le 

20 facteur neurotrophique derive du cerveau humain (hBDNF) sous le controle du 
promoteur LTR-RSV. 

Dans un autre mode de realisation particulier, l'invention concerne un 
adenovirus recombinant defectif comprenant une sequence d'ADNg codant pour le 
facteur neurotrophique derive du cerveau humain (hBDNF) sous le controle du 

25 promoteur LTR-RSV. 

La demanderesse a en effet montre que le promoteur LTR du virus du 
sarcome de rous (RSV) permettait une expression durable et importante du BDNF 
dans les cellules du systeme nerveux, notamment central. 

Toujours dans un mode prefere, l'invention concerne un adenovirus 

30 recombinant defectif comprenant une sequence d'ADN codant pour le facteur 
neurotrophique derive du cerveau humain (hBDNF) sous le controle d'un promoteur 
permettant une expression majoritaire dans le systeme nerveux, Un mode 
particulierement prefere de mise en oeuvre de la presente invention reside dans un 
; adenovirus recombinant defectif comprenant les sequences ITR, une sequence 

35 permettant 1'encapsidation, une sequence d'ADN codant pour le facteur 
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neurotrophrque derive du cerveau humain (hBDNF) ou un derive de celui-ci sous le 
controle d'un promoteur permettant une expression majoritaire dans le systeme 
nerveux, et dans lequel le gene £1 et au moins un des genes E2, E4, L1-L5 est non 
fonctionnel. 

5 Les adenovirus defectifs selon l'invention sont des adenovirus incapables de 

se repliquer de facon autonome dans la cellule cible. Generalement, le genome des 
adenovirus defectifs utilises dans le cadre de la presente invention est done depourvu 
au moins des sequences necessaires a la replication dudit virus dans la cellule 
infectee. Ces regions peuvent etre soit eliminees (en tout ou en partie), soit rendues 

10 non-fonctionnelles, soit substitutes par d'autres sequences et notamment par la 
sequence d'ADN codant pour le BDNF. 

Preferentiellement, le virus defectif de l'invention conserve les sequences de 
son genome qui sont necessaires a l'encapsidation des particules virales. Encore plus 
preferentiellement, comme indique ci-avant, le genome du virus recombinant defectif 

15 selon 1' invention comprend les sequences ITR, une sequence permettant 
l'encapsidation, le gene El non fonctionnel et au moins un des genes E2, E4, L1-L5 
non fonctionnel. 

n existe differents serotypes d'adenovirus, dont la structure et les proprietes 
varient quelque peu. Parmi ces serotypes, on prefere utiliser dans le cadre de la 

20 presente invention les adenovirus humains de type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5) ou les 
adenovirus d'origine animale (voir demande FR 93 05954). Parmi les adenovirus 
d'origine animale utilisables dans le cadre de la presente invention on pent citer les 
adenovirus d'origine canine, bovine, murine, (exemple : Mavl, Beard et al., Virology 
75 (1990) 81), ovine, porcine, aviaire ou encore simienne (exemple : SAV). De 

25 preference, 1' adenovirus d'origine animale est un adenovirus canin, plus 
preferentiellement un adenovirus CAV2 [souche manhattan ou A26/61 (ATCC VR- 
800) par exemple]. De preference, on utilise dans le cadre de l'invention des 
adenovirus d'origine humaine ou canine ou mixte. 

30 Les adenovirus recombinants defectifs selon l'invention peuvent etre 

prepares par toute technique connue de lTiomme du metier (Levrero et al., Gene 101 

*'\ (1991) 195, EP 185 573; Graham, EMBO J. 3 (1984) 2917). En particulier, ils 
^ peuvent etre prepares par recombinaison homologue entre un adenovirus et un 
plasrnide portant entre autre la sequence d'ADN codant pour le BDNF. La 

35 recombinaison homologue se produit apres co- transection desdits adenovirus et 
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plasmide dans tine lignee cellulaire appropriee. La lignee cellulaire utilisee doit d 
preference (i) etre transformable par lesdits elements, et (ii) t comporter les sequences 
capables de complementer la partie du genome de l'adenovirus defectif, de preference 
sous forme integree pour eviter les risques de recombinaison. A titre d'exemple de 
5 lignee, on peut mentionner la lignee de rein embryonnaire humain 293 (Graham et 
al., J. Gen. Virol. 36 (1977) 59) qui contient notamment, integree dans son genome, 
la partie gauche du genome d'un adenovirus Ad5 (12 %). Des strategies de 
construction de vecteurs derives des adenovirus oht egalement ete decrites dans les 
demandes n° FR 93 05954 et FR 93 08596 ipii sont incorporees a la presente par 
10 reference. 

Ensuite, les adenovirus qui se sont multiplies sont recuperes et purifies selon 
les techniques classiques de biologie moleculaire, comme illustre dans les exemples. 

Comme indique ci-avant, la presente invention concerne egalement toute = 
utilisation d'un adenovirus tel que decrit ci-dessus pour la preparation d'un 

15 composition pharmaceutique destinee au traitement et/ou a la prevention des maladies 
neurodegeneratives. Plus particulierement, elle concerne toute utilisation' de ces 
adenovirus pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee au 
traitement et/ou & la prevention de la maladie de Parkinson, de la maladie 
d 1 Alzheimer, de la sclerose laterale amyotrophique (ALS), de la maladie 

20 d'Huntington, de l'epilepsie et de la demence vasculaire. 

La presente invention concerne egalement une composition pharmaceutique 
comprenant un ou plusieurs adenovirus recombinants defectifs tels que decrits 
precedemment. Ces compositions pharmaceutiques peuvent etre formulees en vue 
d'administrations par voie topique, orale, parenterale, intranasale, intraveineuse, 

25 intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire, transdermique, etc. De preference, les 
compositions pharmaceutiques de Tinvention contiennent un vehicule pharmaceu- 
tiquement acceptable pour une formulation injectable, notamment pour une injection 
directe dans le systeme nerveux du patient II peut s'agir en particulier de solutions 
steriles, isotoniques, ou de compositions seches, notamment lyophilisees, qui, par 

30 addition selon le cas d'eau sterilisee ou de serum physiologique, permettent la 
constitution de solutes injectables. L' injection directe dans le systeme nerveux du 
patient est avantageuse car elle permet de concentrer Teffet therapeutique au niveau 
" des tissus affectes. L' injection directe dans le systeme nerveux central du patient est 
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avantageuSement realisee au moyen d'un appareil d' injection stereotaxique. L'emploi 
d'un tel appareil pennet en eff et de cibler avec une grande precision le site d'injection. 

A cet egard, l'invention concerne egalement une methode de traitement des 
maladies neurodegeneratives comprenant radrninistration a un patient d'un 
5 adenovirus recombinant tel que defini ci-avant Plus particulierement, l'invention 
concerne une methode de traitement des maladies neurodegeneratives comprenant 
1' administration stereotaxique d'un adenovirus recombinant tel que defini ci-avant 

Les doses d'adeiiovirus recombinant defectif utilisees pour l'injection 
peuvent etre adaptees en fonction de differents parametres, et notamment en fonction 

10 du mode d'administration utilise, de la pathologie concernee ou encore de la duree du 
traitement recherchee. D'une maniere generate, les adenovirus recombinants selon 
l'invention sont formules et administres sous forme de doses comprises entre 10 4 et 
10 14 pfu/ml, et de preference 10 6 a 10 10 pfu/ml. Le terme pfu ("plaque forming" 
unit") correspond au pouvoir infectieux d'une solution de virus, et est determine par 

15 infection d'une culture cellulaire appropriee, puis raesure, generalernent apres 48 
heures, du nombre de plages de cellules inf ectees. Les techniques de determination du 
titre pfu d'une solution virale sont bien documentees dans la litterature. 

Un autre objet de l'invention concerne toute cellule de mammifere inf ec tee 
par un ou plusieurs adenovirus recombinants defectifs tels que decrits ci-dessus. Plus 

20 particulierement, l'invention concerne toute population de cellules humaines inf ec tee 
par ces adenovirus. II peut s'agir en particulier de fibroblastes, myoblastes, 
hepatocytes, keratinocytes, cellules endotheliales, cellules gliales, etc. 

Les cellules selon l'invention peuvent etre issues de cultures primaires. 
Celles-ci peuvent etre prelevees par toute technique connue de lTiomme du metier, 

25 puis mises en culture dans des conditions permettant leur proliferation. S*agissant 
plus particulierement de fibroblastes, ceux-ci peuvent etre aisement obtenus a partir 
de biopsies, par exemple selon la technique decrite par Ham [Methods Cell.Biol. 21a 
(1980) 255]. Ces cellules peuvent etre utilisees directement pour l'infection par les 
adenovirus, ou conservees, par exemple par congelation, pour l'etablissement de 

30 banques autologues, en vue d'une utilisation ulterieure. Les cellules selon l'invention 
peuvent egalement dtre des cultures secondaires, obtenues par exemple a partir de 
banques preetablies. 

Les cellules en culture sont ensuite inf ectees par des adenovirus 
recombinants, pour leur conferer la capacite de produire du BDNF. L'infection est 
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realisee in-vitro selon des techniques connues de l'homme du metier. En particulier, 
selon le type de cellules utilise et le nombre de copies de virus par cellule desire> 
l'homme du metier peut adapter la multiplicity d'infection et eventuellement le 
nombre de cycles d'infection realist. II est bien entendu que ces etapes doivent etre 
5 effectuees dans des conditions de sterilite appropriees lorsque les cellules sont 
destinees a une administration in vivo. Les doses d'adenovirus recombinant utilisees 
pour Tinf ection des cellules peuvent etre adaptees par l'homme du metier selon le but 
recherche. Les conditions decrites ci-avant pour radministration in vivo peuvent etre 
appliquees i l'infection in vitro. 

10 Un autre objet de l'invention concerne un implant comprenant des cellules 

mammifere infectees par un ou plusieurs adenovirus recombinants defectifs telles que 
decrites ci-dessus, et une matrice extracellulaire. Preferentiellement, les implants 
selon Tinvention comprennent 10^ a 10 10 cellules. Plus preferentiellement, ils en- 
comprennent 10^ a 10^. 

15 Plus particulierement, dans les implants de l'invention, la matrice 

extracellulaire comprend un compose gelifiant et Eventuellement un support 
permettant l'ancrage des cellules. 

Pour la preparation des implants selon l'invention, diffeients types de 
gelifiants peuvent etre employes. Les gelifiants sont utilises pour Tinclusion des 

20 cellules dans une matrice ayant la constitution d'un gel, et pour favoriser l'ancrage des 
cellules sur le support, le cas echeant Diff erents agents d'adhesion cellulaire peuvent 
done etre utilises comme gelifiants, tels que notamment le collagene, la gelatine, les 
glycosaminoglycans, la f ibronectine, les lectines, etc. De preference, on utilise dans 
le cadre de la presente invention du collagene. II peut s'agir de collagene d'origine 

25 humaine, bovine ou murine. Plus preferenciellement, on utilise du collagene de type 
I. 

Comme indique ci-avant, les compositions selon l'invention comprennent 
avantageusement un support permettant l'ancrage des cellules. Le terme ancrage 
designe toute forme d'interaction biologique et/ou chimique et/ou physique entrainant 
30 1' adhesion et/ou la fixation des cellules sur le support Par ailleurs, les cellules 
peuvent soit recouvrir le support utilise, soit pen^trer a l'interieur de ce support, soit 
les deux. On prefere utiliser dans le cadre de l'invention un support solide, non 
*\ toxique et/ou bio-compatible. En particulier, on peut utiliser des fibres de 
polyt^trafluoro^thylene (PTFE) ou un support d'origine biologique. 
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Lcs implants selon V invention peuvent etre implantes en diffSrents sites de 
1'organisme. En particulier, l'implantation peut etre effectuee au niveau de la cavite 
peritoneale, dans le tissu sous-cutane (region sus-pubienne, fosses iliaques ou 
inguinales, etc), dans un organe, un muscle, une tumeur, le systeme nerveux central, 
5 ou encore sous une muqueuse. Les implants selon l'invention sont particulierement 
avantageux en ce sens qu'ils permettent de controler la liberation du produit 
therapeutique dans Torganisme : Celle-ci est tout d'abord determinee par la 
multiplicity d'infection et par le nombre de ceUules oimplantees. Ensuite, la liberation 
peut etre controlee soit par le retrait de rim'plant, ce qui arrete definitivement le 
10 traitement, soit par l'utilisation de systemes d'expression regulable, permettant 
d'induire ou de reprimer Texpression des genes therapeutiques. 

La presente invention offre ainsi un moyen tres efficace pour le traitement 
ou la prevention des maladies neurodegeneratives. Elle est tout particulierement 

15 adaptee au traitement des maladies d' Alzheimer, de Parkinson, de Huntington, et de 
l'ALS. Les vecteurs adenoviraux selon l'invention presentent en outre des avantages 
importants, lies notamment a leur tres haute efficacite d'infection des cellules 
nerveuses, permettant de realiser des infections k partir de faibles volumes de 
suspension virale. De plus, 1'infection par les adenovirus de l'invention est tres 

20 localisee au site d'injection, ce qui evite les risques de diffusion aux structures 
cerebrales voisines. 

En outre, ce traitement peut concerner aussi bien l'homme que tout animal 
tel que les ovins, les bovins, les animaux domestiques (chiens, chats, etc), les 
chevaux, les poissons, etc. 

25 La presente invention sera plus completement decrite a l'aide des exemples 

qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratif s et non limitatif s. 

Lfecndg d« figure 

Figure 1 : Representation du vecteur pXL2244 
Figure 2 : Representation du vecteur pSh-Ad-BDNF 

30 Techniques generales de biologic mol ecu! aire 

Les methodes classiquement utilisees en biologie moleculaire telles que les 
extractions preparatives d' ADN plasmidique, la centrifugation d'ADN plasmidique en 
gradient de chlorure de cesium, i'electrophorese sur gels d'agarose ou d'acrylamide, la 
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purification" de fragments d'ADN par 61ectroelution, les extraction de proteines ati 
ph§nol ou au ph£nol-chloroforme, la precipitation d'ADN en milieu salin par de 
l'ethanol ou de l'isopropanol, la transformation dans Escherichia coli, etc ... sont bien 
connues de ITiomnie de metier et sont abondament d6crites dans la litt&rature 
5 [Maniatis T. et aL, "Molecular Cloning, a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor 
Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 1982; Ausubel F.M. et al. (eds), "Current 
Protocols in Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York, 1987]. 

Les plasmides de type pBR322, pUC et;les phages de la serie M13 sont 
d'origine commerciale (Bethesda Research Laboratories) . 

10 Pour les ligatures, les fragments d'ADN peuvent £tre separes selon leur taille 

par 61ectrophorese en gels d' agarose ou d'acrylamide, extraits au phenol ou par un 
melange ph&iol/chloroforme, pr6cipit6s a l'ethanol puis incubes en presence de 
TADN ligase du phage T4 (Biolabs) selon les recommandations du f ournisseur. 

Le remplissage des extremites 5' proeminentes peut etre effectue par le 

15 fragment de Klenow de l'ADN Polymerase I d'E. coli (Biolabs) selon les 
specifications du fournisseur. La destruction des extremites 3* proeminentes est 
effectu6e en presence de TADN Polymerase du phage T4 (Biolabs) utilis£e selon les 
recommandations du fabricant. La destruction des extremites 5' proeminentes est 
effectuee par un traitement menage par la nuclease SI. 

20 La mutagenese dirigee in vitro par oligod§oxynucleotides synthetiques peut 

etre effectuee selon la methode d^velopp^e par Taylor et al. [Nucleic Acids Res. 12 
(1985) 8749-8764] en utilisant le kit distribu6 par Amersham. 

L'amplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique dite de 
PCR [Eolymerase-catalyzed Chain fieaction, Saiki R.K. et al.. Science 22Q (1985) 

25 1350-1354; Mullis K.B. et Faloona F.A., Meth. Enzym. 155 (1987) 335-350] peut 
etre effectuee en utilisant un "DNA thermal cycler" (Perkin Elmer Cetus) selon les 
specifications du fabricant. 

La verification des sequences nucleotidiques peut etre effectuee par la 
methode d6velopp£e par Sanger et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 7A (1977) 5463- 

30 5467] en utilisant le kit distribue par Amersham. 



Examples 

Ebcemple 1 : Construction du vecteur pSh-Ad-BDNF. 
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Get exemple decrit la construction d'un vecteur comprenant une sequence 
d'ADN codant pour le BDNF sous le controle d'un promoteur constitue par le LTR du 
virus du sarcome de rous (LTR-RSV). 

1.1. Vecteur de depart (pXL2244) : Le plasmide pXL2244 contient I'ADNc de 
1'ApoAI sous le controle du promoteur LTR du virus RSV, ainsi que des sequences 
de 1' adenovirus Ad5 (figure 1). D a et6 construit par insertion d'un fragment Clal- 
EcoRV contenant I'ADNc codant pour la preproApoAI dans le vecteur pLTR RSV- 
Bgal (Stratford-Perricaudet et al., J. Clin. Invest 9& (1992) 626), digere par les meme 
enzymes. 

1.2. Clonage d'un ADNc codant pour le prepro-BDNF. L'ADNc complet 
codant pour le prepro-BDNF de rat (790 pb) a ete clone a partir d'une banque d'ADN 
genomique de rat par la technique de PCR, en utilisant comme amorce les 
oligonucleotides suivants : 

Oligonucleotide 5' : 5'-TTCATCGAATTCCACCAGGTGAGAAG-3' 
Oligonucleotide 3' : 5-AATATAATCTAGACAACATAAATCC-3' 

La region 5' de la sequence obtenue a ensuite ete modifiee par insertion d'un 
site de restriction Clal, 25 bases en amont de 1'ATG. Ce site a ete introduit par PCR 
au moyen des oligonucleotides suivants : 
Oligonucleotide 5' : S'-TAGCTTCATCGATTTCCACCAG-S' 
Oligonucleotide 3' : 5'-AATATAATCTAGACAACATAAATCC-3' 

La sequence ainsi obtenue a ensuite ete sous-clonee dans le plasmide pCRII 
(Invitrogen) pour generer le plasmide pCRII-BDNF. 

1.3. Construction du vecteur pSh-Ad-BDNF 

Cet exemple decrit la construction du vecteur pSh-Ad-BDNF contenant la 
sequence codant pour le prepro-BDNF sous controle du LTR du virus RSV, ainsi que 
des sequences de l'adenovirus Ad5 permettant la recombinaison in vivo. 

Le vecteur pCRH-BDNF a ete digere par les enzymes Clal et Kpnl, et le 
fragment de 0,85 kb resultant, contenant la sequence codant pour le prepro-BDNF a 
ensuite ete isole et purifie par electrophorese sur un gel d'agarose LMP ("Low 
Melting Point"). Parallelement, le vecteur pXL2244 a ete digere par les memes 
enzymes de restriction Clal et Kpnl, puis precipitS apres inactivation de ces dernieres. 
Le vecteur lineaire resultant, prealablement isole et purifie par electrophorese sur un 
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gel d'agarose, et le fragment de 0,85 kb ont ensuite ete ligatures pour generer le 
vecteur pSh-Ad-BDNF (figure 2). 

Exemple 2 : Construction du vecteur pSh- Ad-BDNFtag. 

Cet exemple decrit la construction d'un second vecteur comprenant une 
5 sequence d'ADN de fusion codant pour le BDNF sous le contrdle d'un promoteur 
constitue par le LTR du virus du sarcome de rous (LTR-RSV). 

2.1. Generation de l'ADN de fusion : Dans cet exemple, une forme alternative 
de la sequence d'ADN codant pour le prepro-BDNF a ete construite. Cette forme a 
10 ete obtenue par insertion, a rextremite 3' terminate de la sequence decrite dans 
l'exemple 1.2., d'une sequence codant pour un epitope de sept acides amines (tag) 
reconnu par un anticorps disponible commercialement (IBI, Integra Biosciences, 
Eaubonne, France). La sequence de la region ainsi fusionnee est la suivante : 

15 Arg Gly Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp *** 
AGA GGC GAC TAC AAG GAC GAC GAT GAC TAG 



C-ter Seq. fusionnee 

BDNF 

20 

La sequence ainsi obtenue a ensuite ete sous-clonee dans le plasmide pCRU 
(Invitrogen) pour generer le plasmide pCRII-BDNFtag. 

2.2. Construction du vecteur pSh- Ad-BDNFtag 

Cet exemple decrit la construction du vecteur pSh- Ad-BDNFtag contenant la 
25 sequence de fusion codant pour le prepro-BDNF sous contrdle du LTR du virus RSV, 
ainsi que des sequences de 1'adenovirus Ad5 permettant la recombinaison in vivo. 

Le vecteur pCRII-BDNFtag a ete digere par les enzymes Clal et Kpnl, et le 
fragment de 0,87 kb resultant, contenant la sequence codant pour le prepro-BDNFtag 
a ensuite ete isole et purifie par electrophorese sur un gel d'agarose LMP ("Low 
,30, Melting Point"). Parallelement, le vecteur pXL2244 (exemple 1.1.) a ete digere par 
les memes enzymes de restriction Clal et Kpnl, puis precipite apres inactivation de 
' ces dernieres. Le vecteur lineaire resultant, prealablement isole et purifie par 
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electrophorese sur un gel d'agarose, et le fragment de 0,87 kb ont ensuite ete ligatures 
pour generer le vecteur pSh-Ad-BDNFtag. 

Exemple 3. Fonctionalite des vecteurs pSh-Ad-BDNF et pSh-Ad-BDNFtag 

5 La capacite des vecteurs pSh-Ad-BDNF et pSh-Ad-BDNFtag a exprimer sur 

culture cellulaire une forme biologiquement active du BDNF a ete demontree par 
transection transitoire de cellules COS1. Pour cela, les cellules (2.10^ cellules par 
boite de 10 cm de diametre) ont ete transferees \S |Ug de vecteur) en presence de 
Transfectam. Apres 48 heures, le surnageant de culture des cellules a ete recolte. Des 

10 dilutions serielles (1/200 et 1/50) de ce surnageant ont ensuite ete ajoutees a des 
cultures primaires de neurones du septum (Hefti et al. In Dissection and Tissue 
cultures : Manual of the Nervous System (1989) 172, Alan JL Liss, Inc). Ueffet 
trophique (survie cellulaire et pousse neuritique) sur ces cultures a ete observe apres 
coloration, et l'effet differentiateur par dosage de l'expression de l'enzyme choline 

15 acetyl transferase (ChAT), selon la technique decrite par Fonnum (J. Neurochem. 24 
(1975) 407). 

Exemple 4. Construction des adenovirus recombinants contenant une sequence 
codant pour le BDNF 

4.1. Construction de l'adenovirus Ad-BDNF 

20 Le vecteur pSh-Ad-BDNF a ete linearise et cotransfecte avec un vecteur 

adenoviral deficient, dans les cellules helper (lignee 293) apportant en trans les 
fonctions codees par les regions El (El A et E1B) d'adenovirus. 

Plus precisement, radenovirus Ad-BDNF a et6 obtenu par recombinaison 
homologue in vivo entre radenovirus mutant Ad-dll324 (Thirnmappaya et al., Cell 

25 31 (1982) 543) et le vecteur pSh-Ad-BDNF, selon le protocole suivant : le plasmide 
pSh- Ad-BDNF et Tad^novirus Ad-dll324, Iin6aris6 par Tenzyme Clal, ont et6 co- 
transfectes dans la lignee 293 en presence de phosphate de calcium, pour permettre la 
recombinaison homologue. Les adenovirus recombinants ainsi generes ont ete 
selectionnes par purification sur plaque. Apres isolement, l'ADN de radenovirus 

30 recombinant a ete amplifie dans la lignee cellulaire 293, ce qui conduit a un 
*. surnageant de culture contenant l'adenovirus d6fectif recombinant non purifie ayant 
un titre d'environ 10 10 pfu/ml. 
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LS5 particules virales sont ensuite purif iees par centrifugation sur gradient de 
chlorure de cesium selon les techniques connues (voir notamment Graham et aL, 
Virology 52 (1973) 456). L'adenovirus Ad-BDNF peut £tre conserve a -80°C dans 20 
% de glycerol. 

5 

4.2. Construction de l'adenovirus Ad-BDNFtag 

L'adenovirus Ad-BDNFtag a 6t£ consult selon le meme protocole que 
radenovirus Ad-BDNF, mais en utilisant comme vecteur de depart le vecteur pSh- 
10 Ad-BDNFtag. 

Exemple 5. Fonctionalite de l'adenovirus Ad-BDNF 

La capacity de radenovirus Ad-BDNF a infecter des cellules en culture et a 
exprimer dans le milieu de culture une forme biologiquement active du BDNF a et£ 
demontree par infection des lignees 293 humaine et PC12 de rat. La presence de 
15 BDNF actif dans le surnageant de culture a ensuite et6 d6terminee dans les memes 
conditions que dans l'exemple 3. 

Ces etudes permettent de montrer que radenovirus exprime bien une form 
biologiquement active du BDNF en culture cellulaire. 

Exemple 6 : Transfer* in vivo du gene BDNF par un adenovirus recombinant a 
20 des rats presentant une lesion du fimbria-fornix 

Cet exemple decrit le transfert du gene BDNF in vivo au moyen d'un vecteur 
adenoviral selon l'invention. II montre sur un modele animal de la lesion du fimbria- 
fornix, que les vecteurs de l'invention permettent d'induire l'expression in vivo de 
quantites therapeutiques de BDNF. 
25 Sur des rats prealablement anesthesies, la voie septo-hippocampique 

(fimbria-fornix) a et6 sectionnee au niveau de Hemisphere gauche. Cette lesion 
mecanique a ete realisee a i'aide d'un couteau chirurgical retractable. Les coordonnees 
stereotaxiques utilisees a cet effet sont, par rapport au bregma : AP : -1,7; ML : +1,5; 
. V:'-5,5a-0,5. 



30 *\ L'adenovirus recombinant BDNF a 6t6 inject6 immetliatement apres la 

lesion, dans le noyau m6dian du septum et dans la partie dorsale de lTuppocampe 
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deafferent?" (hippocampe du cote de la lesion). Plus particulierement, r adenovirus 
injecte est l'adenovirus Ad-BDNF prepare dans l'exemple 4.1., utilise sous forme 
purifiee (3,5 10^ pfu^d). dans une solution saline phosphate (PBS). 

5 Les injections sont realisees a l'aide d'une canule (diametre exterieur 280 

l-im) oonnectee a une pompe. La vitesse d'injection est fixee a 0,5 pUmin, apres quoi, 
la canule reste en place pendant 4 minutes supplementaires avant d'etre remontee. Les 
volumes d'injection dans l'hippocampe et le septurji sont respectivement 3 ul et 2 pi. 
La concentration d'adenovirus injectee est de 3,5. 10^ pfu/pl. 

10 Pour rinjection dans l'hippocampe, les coordonnees stereotaxiques sont les 

suivantes : AP=-4; ML=3,5; V=-3,l (les coordonnees AP et ML sont determinees par 
rapport au bregma, la coordonnee V par rapport a la surface de l'os cranien au niveau 
du bregma. 

Pour rinjection dans le septum, les coordonnees stereotaxiques sont les 
15 suivantes : AP=1; ML=1; V=-6 (les coordonnees AP et ML sont determinees par 
rapport au bregma, la coordonnee V par rapport a la surface de l'os cranien au niveau 
du bregma. Dans cette condition, la canule presente un angle de 9 degres par rapport 
a la verticale (dans le sens medio-lateral) af in d'eviter le sinus veineux median. 

Les effets therapeutiques de radministration de Tadenovirus selon l'invention 
20 ont ete mis en Evidence par trois types d'analyse : une analyse histologique et 
immunohistochimique, une analyse quantitative et une analyse comportementale. 

Analyse histologique et immunohistochimique 

La lesion mecanique du fimbria-fornix induit une perte de neurones 
cholinergiques (revelee en immunohistologie par un anticorps anti-choline acetyl 
25 transferase, ChAT) dans le septum median, ainsi que la denervation cholinergique 
dans l'hippocampe (detectee en histochimie par Tactivite de l'acetyl choline esterase, 
AChE). 

L'analyse histologique des cerveaux injectes est realisee 3 semaines apres 
\ rinjection intracerebrale de l'adenovirus Ad-BDNF. Pour cela, les animaux sont 
30:; sacrifies, sous anesthesie, par perfusion intra cardiaque de 4% paraformaldehyde. 
Apres prelevement, post-fixation et cryo protection, le cerveau est coupe au cryornat 
selon le plan coronal : des coupes seriees coronales de 30 pun d'epaisseur sont 
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realisees sur toute la longueur du septum median et aux niveaux anterieur, median et 
post6rieur de l'hippocampe. Pour le septum median, des coupes espaoees de 180 \im 
(1 coupe sur 6) sont colorees au cresyl violet (pour evaluer la density neuronale) et 
immunomarquees par un anticorps anti ChAT (Biochem) (pour identifier les 
5 neurones cholinergiques). La methode immunohistochimique est celle de la 
streptavidine-biotine peroxydase rev^lee par la DAB. Pour lTuppocampe, des coupes 
espacees de 180 yxm sont colorees selon la methode histochimique pour 1'AChE 
(acetyl choline esterase) afin de dStecter l'innervatibn cholinergique. Les coupes sont 
montees sur lames de verre. 

10 Analyse quantitative 

Le nombre de neurones cholinergiques (ChAT positifs) dans le septum 
median est le parametre devaluation des effets de l'adenovirus Ad-BDNF. Le 
denombrement est realise sur un echantillon (1 coupe sur 6 sur toute la longueur du 
septum median). Pour chaque coupe, les neurones ChAT positifs sont denombres 
15 separement des 2 cotes du septum. Les resultats cumules pour toutes les coupes sont 
exprimes par le rapport du nombre de neurones ChAT positifs du cote lese sur le 
nombre de neurones ChAT positifs du cote non les§. 

Analyse comportementale 

II est connu qu'une lesion bilaterale de la voie septo-hippocampique conduit 
20 a des deficits mnesiques. Afin d'evaluer les effets fonctionnels protecteurs d'une 
injection d'adenovirus Ad-BDNF sur ce type de lesion, les performances mnesiques 
des animaux sont analysees au cours de 2 tests comportementaux : le test de la piscine 
de Morris (memoire de reference visuo-spatiale) et le test TMTT ("two-trials memory 
task"; "memoire a court-terme d'un environnement nouveau"). 
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Exemple 7 : Transfert in vivo du gene BDNF par un adenovirus recombinant a 
des rats presentant une lesion de la voie nigro-striee 
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Get exemple decrit le transfert du gene BDNF in vivo au moyen d'un vecteur 
adenoviral selon l'invention. H montre sur un modele animal de la lesion de la voie 
nigro-striee, que les vecteurs de l'invention permettent d'induire I'expression in vivo 
de quantites therapeutiques de BDNF. 

Sur des rats prealablement anesthesies, la voie nigro-striee a ete lesee au 
niveau du faisceau mesencephalique median (MFB) par injection de la toxine 6- 
hydroxy dopamine (60H-DA). Cette lesion chimique par injection a ete unilaterale, 
suivant les coordonnees stereotaxiques suivantes : AP : 0 et -1; ML : +1,6; V : -8,6 et 
-9 (les coordonnees AP et ML sont determinees par rapport au bregma, la coordonnee 
V par rapport a la dure-mere). La barre d'incisive est fixee au niveau +5 mm. 

L'adenovirus recombinant BDNF a ete injecte immediatement apres la 
lesion, dans la substance noire et le striatum, du cote de la lesion. Plus 
particulierement, Padenovirus injecte est l'adenovirus Ad-BDNF prepare dans 
l'exemple 4.1., utilise sous forme purifiee (3,5 10 6 pfu/pl), dans une solution saline 
phosphate (PBS). 

Les injections ont ete realisees a l'aide d'une canule (diametre exterieur 280 
Mm) connectee a une pompe. La vitesse d'injection est fixee a 0,5 [HJmin, apres quoi, 
la canule reste en place pendant 4 minutes supple mentaires avant d'etre remontee. Les 
volumes d'injection dans le striatum et la substance noire sont respectivement 2x3 pi 
et 2 nl. La concentration d'adenovirus injectee est de 3,5. 10 6 pfu/yX. 

Pour rinjection dans la substance noire, les coordonnees stereotaxiques sont 
les suivantes : AP=-5,8; ML=+2; V=-7,5 (les coordonnees AP et ML sont 
determinees par rapport au bregma, la coordonnee V par rapport & la dure-mere). 

Pour les injections dans le striatum, les coordonnees stereotaxiques sont les 
suivantes : AP=+0,5 et -0,5; ML=3; V=-5,5 (les coordonnees AP et ML sont 
determinees par rapport au bregma, la coordonnee V par rapport a la dure-mere). 

Les effets therapeutiques de l'administration de l'adenovirus selon l'invention 
ont et£ mis en evidence par trois types d'analyse : une analyse histologique et 
immunohistochimique, une analyse quantitative et une analyse comportementale. 
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Analyse hiStologique et iimm\mQhistoch?miiqttg 

La lesion chimique de la voie nigro-striee induit une perte neuronale dans la 
substance noire ainsi que la denervation dopaminergique dans le striatum (revelees en 
immunohistologie par un anticorps anti-tyrosine hydroxylase, TH). 
5 L'analyse histologique des cerveaux injectes est realisee 3 semaines apres 

rinjection intracerebrale de 1' adenovirus Ad-BDNF dans les conditions decrites dans 
l'exemple 6. Les coupes seriees coronales de 30 (irn d'epaisseur sont realisees dans la 
substance noire et le striatum. Des coupes espacees de 180 \im (1 coupe sur 6) sont 
colorees au cresyl violet (pour evaluer la densite neuronale) et immunomarquees par 
10 un anticorps and tyrosine hydroxylase (TH) (pour detecter les neurones 
dopaminergiques dans la substance noire et leur innervation dans le striatum). 

Analyse quantitative 

Le nombre de neurones dopaminergiques (TH positifs), dans la substance 
noire est le parametre devaluation des effets de l'adenovirus Ad-BDNF. Le 
15 denombrement est realise sur un echantillon (1 coupe sur 6 sur toute la longueur de la 
substance noire). Pour chaque coupe, les neurones TH positifs sont denombres 
separement des 2 cotes de la substance noire. Les resultats cumules pour toutes les 
coupes sont exprimes en proportion : nombre de neurones TH positifs du cote lese 
par rapport au nombre de neurones TH positifs du cote non lese. 

20 Analyse comportementale 

Afin d'evaluer les effets f onctionnels protecteurs d'une injection d'adenovirus 
Ad-BDNF sur la lesion de la voie nigro-striee, les performances sensori-motrices des 
animaux sont analysees au cours de 2 tests comportementaux : le test de la rotation 
induite par des agonistes dopaminergiques (apomorphine, amphetamine et levodopa), 
25 et le test de prehension ("paw-reaching"). 

Exemple 8 : Transfert in vivo du gene BDNF par un adenovirus recombinant a 
des rats presentant une lesion de la voie perforante 

Cet exemple decrit le transfert du gene BDNF in vivo au moyen d'un vecteur 
: . adenoviral selon l'invention. II montre sur un modele animal de la lesion de la voie 
30 perforante, que les vecteurs de l'invention permettent d'induire l'expression in vivo de 
quantites therapeutiques de BDNF. 
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Sur des rats prealablement anesthesies, la voie entorhino-hippocampique 
(voie perforante) a ete sectionnee unilateralement a I'aide d'un couteau chirurgical. 
Les coordonnees stereotaxiques utilisees a cet effet sont, par rapport au lambda : AP : 
+0,75; ML : +4,1 a 6,6; V : -7,7 (coordonnee V determinee par rapport a la dure- 
5 mere). 

L' adenovirus recombinant BDNF est injecte immediatement apres la lesion, 
soit au niveau de la lesion, soft au niveau de l'hippocampe et du cortex entorhinal. 
Plus particulierement, l'adenovirus injecte est 1' adenovirus Ad-BDNF prepare dans 
l'exeniple 4.1., utilise sous forme purifiee (3,5 10^ pfu/|al), dans une solution saline 
10 phosphate (PBS). 

Les injections ont ete realisees a I'aide d'une canule (diametre exterieur 280 
|jm) connectee a une pompe. La vitesse d 1 injection est fixee a 0,5 jxl/min, apres quoi, 
la canule reste en place pendant 4 minutes supplementaires avant d'etre remontee. Les 
15 volumes d' injection dans lliippocampe, le cortex entorhinal et le site de lesion de la 
voie perforante sont respectivement 3 jol, 2 |ol et 2 |al. La concentration d'adenovirus 
injectee est de 3,5. 10 6 pfu/fol. 

Les effets therapeutiques de Tadministration de Tadenovirus selon l'invention 
peuvent etre mis en evidence par une analyse comportementale dans les conditions de 
20 Texemple 6. 
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- REVENPICATIONS 

1. Adenovirus recombinant defectif comprenant une sequence d'ADN codant 
pour le f acteur neurotrophique derive du cerveau (BDNF) ou un derive de celui-ci. 

2. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce que la sequence 
5 d'ADN code pour le prepro-BDNF. 

3. Adenovirus selon la revendication 1 ou<2 caracterise en ce que la sequence 
d'ADN est une sequence d'ADNc. 

4. Adenovirus selon la revendication 1 ou 2 caracterise en ce que la sequence 
d'ADN est une sequence d'ADNg. 

10 5. Adenovirus selon Tune des revendications 1 a 4 caracterise en ce que la 

sequence d'ADN code pour le prepro-BDNF humain. 

6. Adenovirus selon Tune des revendications 1 a 5 caracteris6 en ce que la 
sequence d'ADN est placee sous le controle de signaux permettant son expression 
dans les cellules nerveuses. 

15 7. Adenovirus selon la revendication 6 caracterise en ce que les signaux 

d'expression sont choisis parmi les promoteurs viraux,. de preference parmi les 
promoteurs E1A, MLP, CMV et LTR-RSV. 

8. Adenovirus recombinant defectif comprenant une sequence d'ADNc 
codant pour le prepro-BDNF humain sous le controle du promoteur LTR-RSV. 

20 9. Adenovirus recombinant defectif comprenant une sequence d'ADNg 

codant pour le prepro-BDNF humain sous le controle du promoteur LTR-RSV. 

10. Adenovirus recombinant defectif comprenant une sequence d'ADN 
codant pour le f acteur neurotrophique derive du cerveau humain (hBDNF) ou un 
derive de celui-ci sous le controle d'un promoteur permettant une expression 

25 majoritaire dans les cellules nerveuses. 

11. Adenovirus recombinant defectif selon la revendication 10 caracterise en 
; ce que le promoteur est choisi parmi le promoteur de l'enolase neurone specifique et 

le promoteur de la GFAP. 



22 



12. Adenovirus selon Tune des revendications 1 a 11 caracterise en ce qu'il 
est depourvu des regions de son genome qui sont necessaires a sa replication dans la 
cellule cible. 

13. Adenovirus selon la revendication 12 caracterise en ce qu'il comprend les 
ITR et une sequence permettant 1'encapsidation, et dans lequel le gene El et au moins 
un des genes E2, E4, L1-L5 sont non fonctionnels. 

14. Adenovirus selon la revendication, 1 2 vou 13 caracterise en ce qu'il sagit 
d'un adenovirus humain de type Ad 2 ou Ad 5 oil canin de type CAV-2. 

15. Utilisation d'un adenovirus selon Tune des revendications 1 a 14 pour la 
preparation d'une composition pharmaceutique destinee au traitement et/ou a la 
prevention des maladies neurodegeneratives. 

16. Utilisation selon la revendication 15 pour la preparation d'une 
composition pharmaceutique destinee au traitement et/ou a la prevention de la 
maladie de Parkinson, d' Alzheimer, de Huntington ou de l'ALS. 

17. Composition pharmaceutique comprenant un ou plusieurs adenovirus 
recombinants defectifs selon l'une des revendications 1 a 14. 

18. Composition pharmaceutique selon la revendication 17 caracterisee en ce 
qu'elle est sous forme injectable. 

19. Composition pharmaceutique selon la revendication 17 ou 18 
caracterisee en ce qu'elle comprend entre 10 4 et 10 14 pfu/ml, et de preference 10 6 a 
10 10 pfu/ml adenovirus recombinants defectifs. 

20. Cellule de mammifere infectee par un ou plusieurs adenovirus 
recombinants defectifs selon l'une des revendications 1 a 14. 

21. Cellule selon la revendication 20 caracterisee en ce qu'il s'agit d'une 
cellule humaine. 

22. Cellule selon la revendication 20 caracterisee en ce qu'il s'agit d'une 
cellule humaine de type fibroblasts myoblaste, hepatocyte, cellule endotheliale, 
cellule gliale ou keratynocyte. 
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23. Implant comprenant des cellules infectees selon les revendications 20 a 
22 et une matrice extracellulaire. 

24. Implant selon la revendication 23 caracterise en ce que la matrice 
extracellulaire comprend un compose gelifiant choisi de preference parmi le 

5 collagene, la gelatine, les glucosaminoglycans, la fibronectine et les lectines. 

25. Implant selon les revendications 23 ou 24 caracterise en ce que la 
matrice extracellulaire comprend egalement t un \ support permettant 1'ancrage des 
cellules infectees. 

26. Implant selon la revendication 25 caracterise en ce que le support est 
10 constitue preferentiellement par des fibres de polytetrafluoroethylene. 
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